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M 要 


AGE SE WATT IRM (Carassius auratus gibelio Bloch) KM (Carassius ovražus) frati 15d? Nj 
(Carassius sp.) MAHAR AH, SETTE (Esterase) HABA CLDH ) FIT 
AGS Bre. RAM: 9 MORIHBBSUPEENRBILDNOSS R5]. AAR, Nude 
RNA SHED, PERM MAY fi 1 Ah LDH FIT BOR dU DEB ER, 4 ik E MER 
ik CT -7.526, C= 5 MO. PÁTER KO I RAM. M. ad SS a X 
Ho URSS AA NE AM STEAMER EL EAM LARA, 很 可 能 起 源 于 不 同 的 地 区 ， 
ABM AJ, WRB. MRAM SS LDA NI u IZ ORT 
REM TS EU RMI. 


ARE, CHM, HEA, AAR, MONS, ARRAN, SERRE 


过 去 对 物种 的 分 类 一 般 沿 用 形态 特征 的 比较 分 类 法 。 随 着 生物 学 中 各 种 新 技术 的 应 
用 及 各 学 科 间 的 相互 渗透 ， 用 生物 化 学 方法 监 别 物种 ， 研 究 它们 在 进化 上 的 亲缘 关系 已 
日 益 广 泛 。 《Triantaphyllidis C. D. et al. 1978, Mikio Kuboki, 1978, Avise, J. 
C. ef al. 1977) PLHRUBR Ed RSBÁADRU REK LETKY (BE 
A + 1980, Page, L. M. ef al. 1973, Utter, F. M. et af, 1973). U OBE (1975) 
BJ ÚLŽI AA FA BS S TK HR ROSE EMA fa RER TR, UAE - 铃木 秋 果 0980 HA 
类 肌 奖 蛋白 等 电 聚 些 薄 膜 电 泳 法 鉴别 鱼 种 ，Triantaphyllidis C. D. et al, (1978) 比较 
了 六 种 果 蝇 的 五 种 同 工 醉 种 系 发 生 的 亲缘 关系 ， 这 些 结果 都 说 明生 物化 学 方法 对 分 类 学 


+ 本 工作 承 站 施 立 明教 授 指导 积 审 六 原稿， 训 关 高 速 离心 部 分 由 芷 灯 保 阿 志 协助 进行， 电 湾 图 说 由 屁 明 医学 
生物 研究 记 石 怀 生 同志 摄影 、 特 此 一 并 致谢 。 
本 文 1986 年 10 月 30 日 收 到 ，1987 年 7 月 2 OAH, 
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和 系统 演化 的 研究 是 有 用 的 。 

我 国 刘 青 华 1983) 曾 对 黑龙 江 省 内 七 个 水 体 的 细 和 银 饥 栈 酶 同 丁 酶 作 9 比 
较 。 王 修 勇 通过 大 量 历史 资料 以 及 一 系列 形态 学 方面 的 比较 ， 认 为 演 池 高 背 鲫 是 属 云 南 
历史 上 早已 有 的 三 偿 体 鲫鱼 种 群 ， 与 东北 银 鲫 有 一 定 的 差异 。 CHER 

鉴于 演 站 高 背包 和 方正 银 鳃 的 形态 特征 相似 ， 当 色 体 数目 又 相似 (2 = 150— 156), 
因此， 我 们 进行 了 滇池 高 背 鲫 和 方正 银 鲫 的 酯 卫 和 LDH 同 工 酶 的 分 析 比 较 ， 其 目的 在 
于 了 和 解 这 几 种 鱼 各 组 织 器 官 的 同 工 醋 谱 以 及 它们 之 间 的 酶 谱 蜡 司 ， 为 探讨 银 负 、 演 池 高 
尖 逢 和 普通 鲫 的 亲缘 关系 以 及 各 器 官 组 织 中 的 组 织 特异 性 提供 生化 依据 。 


材 料 和 方法 


一 、 实 验 材 料 

RE (Carassius auratus) RB SRE AF, 8, HE 43095 
克 ， 体 长 为 98 一 143 毫 米 ， 年 龄 1 ~ 2, 

HUE (Carassius sp.) 系 云南 省 水 产 研究 所 饲养 ，11 尾 雌性 鲫 ， 体 重 为 131 
ABRTE, (EH 161— 203K, fe We 28", 

Ji xS MI (Carassius auratus gibelio Bloch) 系 无 锡 水 产 研究 所 的 饲养 品种 ， 9 
尾 典 性 银 钾 ， 体 重 为 185~216 克 ， 体 长 为 170~190 毫 米 ， 年 龄 1”。 


二 、 材 料 处 理 


参照 黄 生 民 等 《1983》 的 方法 ， 稍 加 改变 如 下 新 鲜 活 鱼 以 切断 肖 椎 法 处 死 ， 剖 出 
pr. HERE. "OR. MI. tk, HUE, AA, NS S 种 组 织 以 生理 盐水 洗 净 ， 按 1 : 3 
(WV) 用 燕 偏 水 匀 浆 。 肌 肉 前 碎 后 用 高 速 的 碎 机 《ACE Homogenizer) 的 碎 ， 肌 肉 
和 孵 匀 浆 液 加 入 少量 石英 砂 用 研 钵 研磨 ， 置 于 - 15"C 以 下 冻 固 半 小 时 。 将 组 织 勺 浆液 离 
心 ， 然 后 取 上 清 液 以 MSE PREPSPIN 超 速 离心 机 离心 30 分 钟 《4"C，5000g&) ， 取 上 清 
MUEBRUR, FAME, RATE. ČT - 20 C£ OM ACH. 


=, À 法 


采用 聚 丙烯 酰胺 垂直 型 薄板 电泳 ， 大 小 为 180 x 140 x 1 mm 4 CORR 进行 。11 个 
HAE, 用 SCR 一 4 HEURE XX. 浓缩 胶 配 方 中 加 入 Sephadex G-200 (Broome, 
G。，M。，1963〉， 醇 样品 用 被 量 注射 喘 注 入 ， 体 积 一 般 为 0~70 微 升 。 染 色 ， 脱 色 固 定 
后 ， 用 5 % 甘 油水 溶液 浊 漂 过夜。 采用 真空 凝 胶 干 燥 器 市 成 干 片 保存 。 电 泳 条 忻 和 醇 带 
姑 色 来 自 多 种 文献 ， 本 实验 略 有 榜 改 和 综合 ， 以 适应 具体 条 忻 和 材料 。 

1.8 (Esterase) , Maure, H. R. 1971, Mikio Kuboki 1978, AERE 
1983，1985 的 方法 。 

a) 垂直 型 凝 胶 板 电泳 ， 凝 胶 T =7.5%，C = 2.7%%， 电 极 缓冲 液 用 pH8,7 Tris — 
甘氨酸 系统 (用 前 稀释 5 倍 ) 。 恒 流 30m4， 电泳 约 1.5 小 时 。 染 色 按 黄 生 民 等 (1983) 
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《列表 1) 

b) 盘 状 等 电 聚 焦 凝 胶 电 泳 ， 按 《Guo Yao-Jun ef al, 1982) 并 稍 加 修改 。 凝 胶 
浓度 T 27.5%, C= 5 %， 两 性 载体 电介质 由 Ampholine (pH 3.5—10, 4 — 6, 6 
— 8, 8—10 所 组 成 ， 正 极为 0.4% 硫 酸 溶 澈 ， 负 极为 0.2 尺 氮 氧 化 钠 溶 液 ， 被 测 样 品 
吉 按 加 入 凝 胺 中 成 胶 。 在 150V 预 电泳 1 小 时 ， 使 两 性 载体 按 等 电 点 排列 ， 继 以 每 管 最 
大 电流 2 mA， 恒 压 100V 聚焦 3 小 时 ， 当 电流 降 至 零 时 ， 便 可 结束 电泳 。 

2.3 ER REALE (LDH) ， 按 高 pH 不 连续 系统 电泳 方法 ，T = 4.6%， C=2.6%, 
恒 流 25mA， 电 泳 约 3.5 小 时 。 染 色 按 Dietz，A. A. et al, (1967) 等 《网 表 1) 。 

3 .电泳 打 描 ， 使 用 岛 津 双 波长 翘 层 色谱 扫 撒 仪 CS 一 930， 扫 描 样品 波长 xs630 EF 
米 ， 扫 描 方 式 为 反射 式 线性 扫描 ， 记 录 纸 纸 速 与 扫描 同步 ， 记 录 器 灵敏 度 x 1. 








» 1 ft c6 RH 4 成 
ifi M 用 Æ 5 Ws SE FA 
MM-a- M 25mg ARAM 12ml 
MY -B-3x M 25mg NAD 10mg/ml 12ml 
up ERR 190mg NaCI 0.1M 12m] 
Pi E 4ml MgCI 1.6H20 5mM 12ml 
0.1M mA HT) 56ml 0. SMIAL iť (PAT. 4) 30m! 
NBT 5 mg/ml 6ml 
PMS 1mg/ml 3m] 
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电泳 法 主要 是 根据 分 子 所 带 的 电荷 及 其 分 子 量 的 差异 而 显示 不 同 的 谱 带 形式 。 我 们 
将 电泳 图 谱 以 区 带 数 目 、 染色 强度 和 相对 迁移 率 特性 为 指标 进行 分 析 比 较 。 "E 

ABIEI-—1S3XU, JG e PO S RL LL LOL LE 214 CECI SR $ 
SHEER, BRR. SOPRA EBRD 2 ae, ERER E 
SERB, MOREE, RASH, THE, TRHTRADTNAA 
i ARABE UTE ETE ERARZARHSOODA, BNE ARAB 
SHARK, ABLAAEREREEAA, RABURUFATRNA HIT 
小 理 功 能 ， 酶 受到 各 种 不 同 因子 的 调控 〈 激 活 或 抑制 ) ， 由 此 造成 各 种 组 织 间 栈 酶 同 工 
酶 含量 以 及 活性 上 的 差异 ， 因而 形成 酶 详 带 强 弱 的 差异 。 

KROES ERS ORME, KEES f Xh ERIT UE k 
(Avise, J. C. et al., 1977, Page, L. M, et al., 1973, Utter, F. M. ef al., 
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1973) ， 我 们 对 方正 银 鲫 和 云南 高 背 甸 的 肝 胜 、 "HERE. HERE. M, 肌肉 同一 组 织 分 别 
进行 苹 酵 电 访 分析， 结果 甫 明 演 池 高 背 记 的 五 种 组 织 均 分 别 反映 出 明显 的 个 性 差异 ， 从 
图 版 1 及 示意 图 ( 4 一 8 天明 五 种 组 织 各 为 三 种 表 型 ， CIO. CIO. CD, A 
显示 出 试验 狠 〈1.2.10.) , (3.8.11) , (4.5,6.7.9,) BARE. VE E, ME, ALES 
vy dpi SB AR — RW, LÉÉRREN RARE EZ A REPE RT 
BE 53 f PRECOR T —NART PÁ K. 

HIER ARAA- RAE, MIRE, RER EE HARA 
官 的 醋 醇 洪 是 基本 一 致 的 ， 没 有 明显 的 个 体 差异 ， 仅 表现 在 肾脏 《 2 号 鲫 ) 有 一 条 了 酶 带 
SERBS X { 见 图 版 1 一 一 2,3.) NIE, IMA. BRA. 

SPER, ZAÁMÁPYTE] — ER LEE I HE EIER TIE KA 
相间 ， 仅 反映 出 染色 强度 有 了 明 最 的 程度 差别 。 

Rainboth (1974) 对 分 布 在 北美 的 一 些 雅 罗 鱼 类 (Notropis 属 ) 的 亲缘 关系 进行 了 
研究 ， 指 出 LDSH 基 因 的 A 座 位 和 了 3 座位 是 判定 亚 属 之 间 亲 缘 关 系 的 好 指标 。 尽 管 所 和 研 
究 的 鱼 类 是 不 同 的 ， 各 种 文献 资料 都 表明 LDH 基 因 的 演变 是 反映 亲缘 关系 的 。 二 种 邹 
鱼 的 5 种 组 织 中 的 LDH FLE 〈 图 版 I 一 9》 清楚 地 显示 种 间 的 特异 性 。 共 同 之 点 
是 趋向 阴极 侧 的 特异 同 工 酶 区 带 表 现 出 明显 的 种 间 差 异 。 介 是 ， 演 池 高 背 鲫 和 云南 普通 
hy LDH 同 工 醇 醇 谱 极为 神似 《 见 图 版 1 一 12) ， 这 说 明 演 池 高 背 铺 最 可 能 起 源 于 云 
南 本 地 的 普通 前 。 

用 不 同 个 体 的 鲫鱼 在 间 样 的 实验 条 忻 下 进行 出 较 实 验 ， 发 现 不 同 个 体 筋 香 同 一 组 织 
i LDH A TA A, 个 体 差异 不 明显 。 

等 电 聚 些 分 析 电 泳 是 利用 两 性 载体 电解 质 , 在 外 加 电场 的 作用 下 , 形成 稳定 的 pH 梯 
E, ABRES ATRASE ARRE pH 位 置 上 ， 以 便 达 到 分 离 的 目的 。 

二 种 鲫鱼 等 电 聚 焦 电 泳 的 结果 又 进一步 证 实 了 3 ARE CHE, BS. HO 的 酯 
酶 同 工 栈 谱 带 《 转 版 I 一 10) 以 及 电泳 扫描 图 (图 版 一 11》 均 有 各 自 的 特有 谱 带 ， 同 
样 清楚 地 表现 出 明显 的 种 间 莽 漠 。 

为 了 正确 地 进行 比较 ， 除 了 使 每 个 样品 电泳 的 距离 相同 外 ， 我 们 还 采用 了 二 种 筋 鱼 
同一 组 级 的 样品 混合 进行 电 沪 《图 上 工 一 10M) ， 以 恒 确 定 二 种 鱼 每 条 同 工 本 的 相对 位 
E. KRK TT PRIHLÁS EK AKE Br TEE K AE E8936 B, hhb DICERES Fr AGIR 
据 这 个 相对 位 置 排列 的 。 

KY, ERIZE, PRÍS BN ERA RSL T RBR, Br 
显示 的 NORs By A HR. REPE, RAR HRE OR A 
H, TREBÁRS ER 81 89. 
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图 版 说 H 


Fig. 1 Gel clectrophoresis of Esterase in various organs of Carassius sp. 


1. Serum € Sul) , 2. Lence (701l) 
3. Brain (50ul>) , 4. Heart (701) 
5. Kidney (25ul) , 6. Spleen (50ul) 
7. Liver (25ul) „ 8. Muscle (TOU) 
9. Ovary — (60x). 


Fig, 2— 3 Gel electrophoresis of Esterase in the Liver (5011) and 
Kidney (3011) of Carasstus auratus gibelio Bloch, 


Fig. 4— 8 Gel electrophoresis of Esterase in five organs of Carassius sp, 


Fig. 4. Liver (304). 
5. Kidney (301D). 
6. Spleen (50p). 
7. Ovary (soul). 
8. Muscle (701). 


polyacrylamide gel electrophoresis (T 7.5%, C 2.9%), 30mA, electrophoresis—1.5hr, 


electrophoresis buffer, Gly—Tris. 


Fig, 9 Interspecific comparison of LDH isozymes patterns in five 


organs of Carassius auratus gibelio Bloch and Carassius sp. 


1. Carassius auratus Bibelio Bloch. 


2. Carassius sp. 


H. Heart (1011), B. Brain (1dui), K. Kidney (10wl), 


O. Ovary (10ul), M. Musclet Bub. 


Polyacryamide gel electrophoresis (T 4.6%, C 2.6%), 25mA, 
electrophoresis—3.5h, electrophoresis buffer, Gly-Tris pH 8.7 


Fig, 10 Interspecific comparison of Esterase isozymes patterns in three 


organs of Carassius auratus gibelio Bloch and Carassius sp. 


1. Carassius auratus gibelio Bloch. 


2, Carassius sp. 


L. Liver (3011) , ©. Ovary (505) , B. Brain (5051). 
Disc polyacrylamide gel isoelectric focusing (T 7.5%, C à 962 , electrophoresis 
condition, Pre-electrophoresis 150v, 1h, 400v, 3h. positive, 0.4% HzSO,- 


solution, negative, 0.2N NaOH-solution. 


+ 


, 


53 
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lie, 11 Densitometric scans of Esterase isozymes patterns in 
thre: organs of Carassius auratus gibelio Bloch and Cura- 


sstus sp. (Wave length 630 nm. Lincarizer sx f). 


1. Carassixs auratus gibelio Bloch. 
2. Carassius sp. 
L. Liver, O. Ovary, B. Brain. 


(Disc polyacrylamide gel isoelectric focusing) 


(Fie. 1—11 for the determination of the number of individial of the sample) 
Fig, 12 Interspecific comparison of LDH isozymes patterns in 
four organs of Carasstus auratus gibelto Bloch and Caras- 


sius sp, and Carassius auratus. 


|. Carassius auratus gibelio Bloch, 
2, Carassius sp. 

3. Carasstus auratus, 

M. : +3 (mixture). 


verticate polyacryamide gel electrophoresis 
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COMPARATIVE STUDIES ON THE 
ELECTROPHOREGRAM OF ESTERASE 
ISOZYME AND LACTATE DEHYDROGENASE 
OF CARASSIUS  AUKATUS  GIBELIO 
BLOCH AND CARASSIUS SP, 


Huang Shengmin Qin Changgeng Pan Shuying 


(Kunming Institute of Zoology, Academia Sinica) 


Wang Xiuyong Li Xiaohui Tion Shukui 


(Funnan Fisheries Research Institute) 


The Isozyme patterns and relative mobile characteristic of lactate dehydroge- 
nase (LDH) and eslerasc from various organs and tissues of Carassius auratus 
gibelio Bloch, Carassius auratus, Carassius sp,, have been comparatively 
studicd by vertical polyacrylamide electrophoresis method, 

Specific isozyme patterns were observed in the serum, lence, brain, heart, 
kidney, spleen, liver, muscle, ovary of Carassius sp, The results showed 
significant tissuc—specific difference in esterase zymograms, There are 3 types 
of phenotypes, 

Our results indicated that zymogram for LDH isozyme activity in the same 
organs of Carassius auratus gibelio Bloch and Carassius sp. showed significant 
differences in band numbers and their strength and relative mobilities. The 
results of disc polyacrylamide gel isoelectric focusing (T 7.5%, C 5%) showed 
that zymogram and electrophoresis densitomelric scans for Est, isozyme in the 
same organs between the two kinds of fishes displayed clear differences (liver, 
ovary, brain). 

These results showed some differentiation already at biological level in 
Carassius auratus gibelio Bloch and Carassius sp. They possibly originated 
from different regions and developed independently from different ancestors, 
LDH zymograms of Carassius sp. and Carassius auratus were similar, It 
seems that Carassius sp. originated possibly from native Carassius auratus 
of Yunnan Province, 

Key words: Carassius auratus, Carassius auratus gibelio Bloch, Caras- 
sius sp., Esterase, Lactate Dehydrogenase, Isoelectric focusing clectropherogram 


